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1. RESUMEN 
 
La vía de señalización Wnt/β-catenina modula el desarrollo del cerebro y su 
función. Su desregulación ha sido asociada con distintas patologías 
neurodegenerativas y del neurodesarrollo. A nivel molecular, regula genes 
relacionados con la sinapsis, proliferación y diferenciación, entre otros. Debido a 
que uno de sus principales efectos es la modular genes blanco, nos planteamos la 
siguiente hipótesis: “La vía de señalización Wnt/β-catenina regula la expresión 
temprana de genes relacionados a la sinapsis en el hipocampo”. El objetivo de 
este trabajo consistió en examinar los cambios en el programa transcripcional 
global al inducir de forma temprana (4 h) cultivos primarios de neuronas 
hipocampales de rata con la proteína Wnt3a purificada. Los resultados obtenidos 
por RNASeq, permitió la identificación de 170 genes expresados diferencialmente, 
incluyendo blancos directos regulados por la vía de señalización como NOTUM, 
AXIN2 y LEF1. De igual forma el análisis permitió identificar nuevos candidatos 
como FAM84a, STK32a y ITGA9. Los principales procesos biológicos enriquecidos 
entre los genes expresados diferencialmente incluyó categorías ontológicas 
asociadas con precursores neuronales (GO:0061364, p-adjusted = 2.5x10-7), 
desarrollo del prosencéfalo (GO:0030900, p-adjusted = 7.3x10-7) y diferenciación 
de células madre (GO:0048863 p-adjusted = 7.3x10-7). Del mismo modo, la 
expresión de un número significativo de genes con actividad de factor 
transcripcional fue inducida (GO:0043565, p-adjusted = 4.1 x10-6). Junto a lo 
anterior se estudió las redes moleculares enriquecidas y se detectó 3 módulos 
sobre-expresados altamente significativos, los que se encuentran involucrados en 
procesos metabólicos de glicerolípidos (GO:0046486, p-adjusted = 4.5x10-19), 
aprendizaje y memoria (GO:0007611, p-adjusted = 4.0x10-5) y secreción de 
neurotransmisores (GO:0007269, p-adjusted = 5.3x10-12). Nuestros resultados 
sugieren que Wnt/β-catenina controla múltiples procesos biológicos relacionados 
con la estructura neuronal y su actividad, los cuales se ven afectados en distintos 
trastornos que presentan disfunción sináptica. 
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2. ABSTRACT 
 
Wnt/β-catenin signaling modulates brain development and function and its 
deregulation underlies pathological changes occurring in neurodegenerative and 
neurodevelopmental disorders. Since one of the main effects of Wnt/β-catenin 
signaling is the modulation of target genes, in the present work we examined global 
transcriptional changes induced by short-term Wnt3a treatment (4 h) in primary 
cultures of rat hippocampal neurons. RNASeq experiments allowed the 
identification of 170 differentially expressed genes, including known Wnt/β-catenin 
target genes such as NOTUM, AXIN2 and LEF1, as well as novel candidates 
FAM84a, STK32a and ITGA9. Main biological processes enriched with differentially 
expressed genes included neural precursor (GO:0061364, p-adjusted = 2.5x10-7), 
forebrain development (GO:0030900, p-adjusted = 7.3x10-7) and stem cell 
differentiation (GO:0048863 p-adjusted = 7.3x10-7). Likewise, following activation 
of the signaling cascade, the expression of a significant number of genes with 
transcription factor activity was induced (GO:0043565, p-adjusted = 4.1 x10-6). We 
also studied molecular networks enriched upon Wnt3a activation and detected 
three highly significant expression modules involved in glycerolipid metabolic 
process (GO:0046486, p-adjusted = 4.5x10-19), learning or memory (GO:0007611, 
p-adjusted = 4.0x10-5) and neurotransmitter secretion (GO:0007269, p-adjusted = 
5.3x10-12). Our results suggest that Wnt/β-catenin mediated transcription controls 
multiple biological processes related with neuronal structure and activity that are 
affected in synaptic dysfunction disorders. 
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3. INTRODUCCIÓN 
 
 
3.1. Vía de Señalización Wnt/β-catenina. 
 
Hasta la fecha se ha descubierto 19 genes que codifican para ligandos Wnts, 
los cuales son altamente conservados en mamíferos (Amerongen y Nusse, 2009). 
Estas glicoproteínas participan en cascadas de señalización que comienzan con 
la unión de Wnt con sus receptores de transmembrana, pertenecientes a la familia 
Fzd (Frizzled). La unión del ligando puede resultar en 3 vías diferentes: vía 
Wnt/Ca2+, vía de polaridad celular planar (PCP) ó vía de señalización Wnt/β-
catenina o canónica (Clevers y Nusse, 2012; Moon et al., 2004, Staal et al., 2008). 
Esta última vía de señalización comienza con la unión de Wnt a Fzd y 
correceptores pertenecientes a las proteínas relacionadas a los receptores para 
lipoproteína de baja densidad 5/6 (LRP5/6, por su sigla en inglés; He et al., 2004). 
A continuación, la proteína Dishevelled (Dvl), inhibe al “complejo de destrucción” 
constituido por las proteínas Axina, poliposis adenomatosa coli (APC; Lipina et al., 
2011), caseína quinasa 1 (CK1) y la enzima glicógeno sintasa quinasa 3β (GSK3β; 
Hart et  al., 1998). Al encontrarse el complejo macromolecular activo, Axina y APC 
facilitan la fosforilación de β-catenina a través de CK1 y GSK3β, la que luego será 
marcada para su degradación por la vía ubiquitina-proteosoma (Aberle et al., 
1997; Hart et al., 1998; Nusse, 2012). La inhibición de éste complejo de 
destrucción, por lo tanto, evita que β-catenina sea degradada, con lo cual aumenta 
en el citoplasma y luego transloca al núcleo, en donde se asocia con factores de 
transcripción de la familia TCF/LEF y activa la expresión de genes blanco de la 
vía (Figura 1) (Budnik y Salinas, 2010; Moon et al., 2004). 
 
 La vía de señalización Wnt/β-catenina, junto a sus componentes, se expresan 
y participan en diferentes regiones del cerebro durante el desarrollo, incluyendo el 
bulbo olfatorio, la corteza frontal, cerebelo e hipocampo (Figura 2) (Grove et  
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Figura 1. Vía de señalización Wnt/β-catenina. (A) En estado activa, la interacción del ligando 
Wnt a sus receptores permite el reclutamiento, por la proteína DSH, del complejo de destrucción 
de β-catenina, compuesto de CK1α, GSK3β, AXIN y APC. A continuación, el complejo no es capaz 
de ubiquitinizar a β-catenina, la que se acumula en el citoplasma y posteriormente transloca al 
núcleo, en donde desplazada al represor TLE y se une a factores de transcripción de la familia 
TCF/LEF, regulando la expresión de genes blancos. (B) En estado inactiva, no hay interacción del 
ligando Wnt con sus receptores transmembrana. Esto da lugar al reclutamiento de β-catenina por 
su complejo de destrucción y su fosforilación por las proteínas CK1α y GSK3β. En su estado 
fosforilado β-catenina es ubiquitinada y posteriormente degradada mediante la vía Ubiquitina 
proteosoma. 
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Figura 2. Expresión de componentes de la vía Wnt/β-catenina en el hipocampo de ratón. 
Hibridación in situ de los ARN mensajero de ligandos (WNT1 y WNT8a), receptores y co-receptores 
(FZD1 y LRP6, respectivamente), componentes del complejo de destrucción (DVL1, CK1, CK2 y 
GSK3β) y nucleares (TCF7L2) que participan en la vía de señalización Wnt/β-catenina, así como 
su efector (CTNNB1) y genes blancos de la vía (CCND1 y NEUROD). Datos de Allen Brain Map 
(http://www.brain-map.org/). 
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al., 1998; Houart et al., 2002; Lee et al., 2000; Maretto et al., 2003; Zhou et al., 
2004). En estas regiones cerebrales, de entre los ligandos Wnt conocidos, se ha 
reportado que Wnt3a es secretado de manera paracrina por astrocitos (Lie et al., 
2005). Así también, existen antecedentes de que es liberado por neuronas 
hipocampales (Chen et al., 2006; Lie et al., 2005), regulando procesos como: i) la 
neurogénesis adulta (Lie et al., 2005; Wisniewska 2013), ii) plasticidad neural 
(Budnik y Salinas, 2011; Wisniewska 2013), iii) desarrollo, morfogénesis y 
maduración sináptica (Ahmad-Annuar et al., 2006; Budnik y Salinas, 2011; Ciani et 
al., 2011; De Ferrari e Inestrosa, 2000; De Ferrari y Moon, 2006; De Ferrari et al., 
2014; Inestrosa y Arenas, 2010; Yu y Malenka, 2003), iv) remodelamiento axonal 
(Hollis y Zou, 2012; Takeichi y Abe, 2005) y, v) la transmisión sináptica excitaroria 
mediada por receptores NMDA (N-metil D-aspartato), modulando los niveles de 
calcio intracelular y promoviendo la LTP (potenciación a largo plazo, por su sigla 
en inglés Long Term Potentiation; Arrázola et al., 2009; Ávila et al., 2010; Cerpa y 
Gambril, 2011; Chen et al., 2006; Ciani et  al., 2011; Tabatadze et al., 2012). 
 
 Del mismo modo, Wnt1, Wnt3a, Wnt7a y Wnt8 son ligandos conocidos por 
activar la vía de señalización Wnt/β-catenina, participando durante el desarrollo 
cerebral y la sinaptogénesis (Caricasole et al., 2003; Ettenberg et al., 2010; Itasaki 
et al., 2003). Wnt7a y Wnt8a, al igual que Wnt3a, regulan la formación de sinapsis 
excitatorias. (Ahmad-Annuar et al., 2006; Sharma et al., 2013). Más aun, un estudio 
reciente, ha sugerido que LRP6 es crítico para el desarrollo de sinapsis funcionales 
in vivo (Sharma et al., 2013). En este contexto, dados los múltiples roles de la vía 
de señalización Wnt/β-catenina en la función sináptica y los procesos 
homeostáticos cerebrales, es que consideramos su regulación como candidata 
funcional para el entendimiento de los complejos moleculares asociados a 
condiciones neurológicas prevalentes complejas en la población humana (Caracci 
et al., 2016; De Ferrari e Inestrosa, 2000; De Ferrari y Moon, 2006; De Ferrari et 
al., 2014). 
 
 A nivel pre-sináptico, Wnt7a y Wnt3a - ambos ligandos canónicos - también han 
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probado mejorar el agrupamiento y reciclaje de las vesículas sinápticas (VSs) en 
cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata (Cerpa et al., 2008). De 
manera consistente, la pérdida de función de Wnt7a inhibe la agrupación de VSs, 
efecto similar a lo que ocurre con la pérdida de función de la proteína Dishevelled 
1 (Dvl1), la cual actúa río abajo en la señalización de los ligandos Wnt (Ciani et al., 
2011). Es interesante mencionar que también se ha reportado que dobles mutantes 
de Wnt7a/Dvl1 afectan el desarrollo de la morfología de espinas sinápticas y su 
capacidad de efectuar neurotransmisión (Ahmad-Annuar et al., 2006), lo cual 
explicaría un comportamiento anómalo debido a un ensamblaje pre-sináptico 
defectuoso, junto a un desbalance de sinapsis excitatorias e inhibitorias. La vía de 
señalización Wnt canónica, también promueve la liberación de neurotransmisores 
y el tráfico de VSs modulando fosfoproteínas asociadas a estas. Wnt7a y Wnt3a 
promueven la agrupación (Hall et al., 2000) y fosforilación (Ávila et al., 2010) de 
Sinapsina 1 (SYN1, por su sigla en inglés) en el botón sináptico previo a la 
liberación de neurotransmisores.  DVL1 forma parte en este proceso mediante 
unión directa con Sinaptotagmina 1 (SYT1, por su sigla en inglés) en neuronas 
diferenciadas (Kishida et al., 2007). Del mismo modo, el ligando Wnt7a promueve 
el aumento de los niveles proteicos de SYN1 en el cerebelo (Hall et al., 2000). 
También se ha descrito su capacidad de aumentar la liberación de 
neurotransmisores en sinapsis de las regiones CA3 y CA1, por medio de un 
incremento en las corrientes excitatorias postsinápticas en miniatura (mESPC, por 
su sigla en inglés) (Cerpa et al., 2008). Del mismo modo, se ha visto que Wnt3a y 
Wnt7a son capaces de aumentar la densidad y promover el proceso de maduración 
de espinas sinápticas en el hipocampo (Cerpa et al., 2008; Ciani et al., 2011; Davis 
et al., 2008). Por último, se ha descrito que el receptor Fzd1 es activado por el 
ligando Wnt3a en neuronas hipocampales donde participa en la diferenciación 
sináptica (Varela-Nallar et al., 2009), dando así cuenta del rol que esta proteína 
tiene en la sinapsis. 
 
 Los procesos de aprendizaje y memoria son altamente dependientes de la 
transmisión sináptica y modulados principalmente por vías de señalización 
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asociadas al flujo de Ca2+ intracelular. En este contexto, las vías Wnt canónicas y 
no canónicas han sido relacionadas con la homeostasis y señalización por Ca2+ 
(Ávila et al., 2010; Cerpa et al., 2011; Ciani et al., 2011; Varela-Nallar et al., 2010). 
Se ha reportado que los ligandos como Wnt3a (Ávila et al., 2010), Wnt5a (Varela-
Nallar et al., 2010) y Wnt7a (Ciani et al., 2011) tienen un rol como efectores 
funcionales del influjo de Ca2+ a nivel neuronal. Entre otros mecanismos 
moleculares involucrados en la modulación de la actividad de terminales 
sinápticos, también se destaca la participación de proteínas de adhesión celular en 
las interacciones trans-sinápticas (por ejemplo, de las proteínas N-caderina y β-
catenina), las cuales participan de forma esencial durante el reclutamiento y 
agrupación de VSs en las sinapsis (Bamji et al., 2003; Iwai et al., 2002; Jüngling et 
al., 2006; Sun et al., 2009; Togashi et al., 2002). Adicionalmente a los efectos 
mencionados sobre la función sináptica, en conjunto con los procesos de control 
biológico de la polaridad neuronal y el remodelamiento axonal hasta lograr 
establecer sinapsis maduras, contemplan varios cambios post traduccionales, los 
cuales ocurren rápida y constantemente en la maquinaría del citoesqueleto 
neuronal para ser logradas (Oliva et al., 2013; Salinas, 2012). Del mismo modo, 
varios reportes han mostrado la función de la vía de señalización Wnt/β-catenina 
en desórdenes neurológicos prevalentes asociados con una disrupción y 
disfunción sináptica, entre los que se destacan desordenes del espectro autista, la 
enfermedad de Alzheimer, epilepsia o esquizofrenia (Caracci et al., 2016; De 
Ferrari y Moon, 2006; De Ferrari et al., 2014; Huang et al., 2015; Inestrosa et al., 
2012). 
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3.2. RNASeq y enfermedades neurológicas prevalentes. 
 
Los experimentos de secuenciación de siguiente generación (NGS, por su 
sigla en inglés), particularmente, la secuenciación masiva de ARN ha 
revolucionado el modo en que estudiamos el transcriptoma e impulsado el 
desarrollo de nuevas herramientas para su análisis (Wang et al., 2010). El integrar 
los genes expresados diferencialmente en redes biológicas ha permitido 
caracterizar la información obtenida de este tipo de experimentos con otras 
OMICAs, entregando una visión más amplia del contexto transcripcional de un 
modelo específico, rama conocida actualmente como biología de sistemas 
(Parikshak et al., 2015). Debido al exceso de tiempo consumido con análisis gen 
por gen en grupos de datos extensos, con más de miles genes expresados 
diferencialmente, algunas alternativas han sido generadas para llevar a cabo la 
búsqueda de módulos enriquecidos en redes biológicas, ofreciendo una manera 
complementaria, sencilla y directa de observar componentes celulares o vías 
asociadas con al algún contexto funcional específico (Parikshak et al., 2015). 
 
La mayoría de los estudios que buscan analizar el programa transcripcional 
global a nivel cerebral han sido realizados en modelos animales (Guryev et al., 
2008; Henrichsen et al., 2009), sin embargo, en los últimos años algunos nuevos 
estudios han expandido esta caracterización del transcriptoma a tejido humano, 
con un amplio número de muestras, permitiendo un apropiado uso de poder 
estadístico en sus análisis (Colantuoni et al., 2011; Hawrylycz et al., 2012; Kang 
et al., 2011). Colantuoni y sus colaboradores examinaron las dinámicas 
temporales del transcriptoma en la corteza pre-frontal en distintas etapas del 
desarrollo. Entre sus hallazgos, se reportó una tasa de cambio en la expresión de 
diversos genes, destacando cambios rápidos y progresivos, principalmente 
durante el desarrollo fetal, destacándose el punto más importante como el 
nacimiento. Por otra parte, las investigaciones del equipo de Kang, estudiaron 
variaciones transcripcionales espaciales y temporales del cerebro durante 
distintas etapas del desarrollo y la vida adulta, estimando la asociación entre 
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polimorfismos genéticos y la expresión de genes. Entre las principales diferencias 
observadas, los cambios más importantes se observaron en la expresión en el 
tejido de la corteza en comparación con las demás regiones del cerebro. Del 
mismo modo que Colantuoni, los mayores cambios dados durante el desarrollo se 
observan en el paso del estadio fetal al nacimiento y la vida adulta, destacando 
por ejemplo grupos de genes asociados con desarrollo de procesos sinápticos y 
con proliferación. Lo anterior, reflejaría el dinámico remodelamiento celular 
durante el desarrollo cerebral. Por último, el grupo de Hawrylycz generó un atlas 
transcripcional del cerebro humano de muestras en más de cien zonas definidas 
anatómicamente del cerebro humano de dos individuos. En conjunto, estos 
estudios, basados en técnicas de microarreglos, buscan direccionar aspectos 
fundamentales de la variación de los ARN mensajeros en distintas regiones del 
cerebro humano bajo condiciones normales, durante el desarrollo y en la 
senescencia, permitiendo una visión complementaria a la regulación genética que 
sufren en estos estadíos y, ayudando así a un mayor entendimiento de las 
dinámicas de regulación de los mecanismos moleculares asociados. 
 
 En nuestro laboratorio se realizó un meta-análisis de asociación a nivel de 
genoma completo en la enfermedad de Alzheimer. Los resultados de este estudio 
han sido interpretados mediante métodos de biología de sistemas. Con esta 
aproximación se ha obtenido una lista de 20 genes, a los que se observó su patrón 
de expresión en hipocampo humano, obteniéndose 2 clusters de alta y baja 
expresión relacionados con sinapsis glutamatérgica (Pérez et al., 2014). Los 
resultados anteriores comparten similitud con estudios previos de casos Alzheimer 
en contraste con casos control, los cuales han revelado que diversas regiones del 
cerebro, entre otras, la capa CA1 en el hipocampo, presentan perfiles de expresión 
disímiles de receptores glutamatérgicos ionotrópicos y metabotrópicos (Albasanz 
et al., 2005; Aronica et al., 1998; Dewar et al., 1991; Lee et al., 2004; Pellegrini-
Giampietro et al., 1994; Williams et al., 2009; Yasuda et al., 1995). 
 
Hasta la fecha, sabemos que los ligandos pertenecientes a la vía de 
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señalización Wnt/β-catenina tienen un rol funcional al modular las terminales 
sinápticas, sin embargo, no se ha evaluado su regulación en el programa 
transcripcional neuronal. Finalmente, el estudio del programa genético global 
mantenido y regulado por los complejos de β-catenina/TCF-LEF en las células 
neuronales, podría proveer de antecedentes asociados con la actividad de los 
principales mecanismos moleculares involucrados en la estructura y función de 
redes y circuitos sinápticos, campo que ha tenido sorprendentemente poca 
atención hasta la fecha. Frente al nuevo desarrollo de tecnologías de biología de 
sistemas, en conjunto con los análisis de tecnologías de secuenciación masiva, 
como RNASeq, hoy podemos integrar la información de genes expresados 
diferencialmente dentro de redes biológicas, las cuales nos provean de una visión 
mucho más amplia de los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo 
morfológico y funcional de los terminales sinápticos de un linaje celular específico. 
Considerando además que nuestro grupo de trabajo y otros han observado el 
comportamiento de la activación de esta cascada de señalización al corto plazo 
de inducción (2-6 h) (Gujral y MacBeath, 2010; Medina et al., 2015; Nuñez et al., 
2011; Ugarte et al., 2015; Wexler et al., 2011), es que nos propusimos la 
generación de una batería de información de datos transcripcionales y realización 
de los análisis previamente descritos para indagar en qué redes biológicas se 
encuentran genes expresados diferencialmente al incubar cultivos primarios de 
neuronas hipocampales de rata por 4 h con Wnt3a purificado. Esperamos que al 
obtener un perfil del programa genético mantenido por los complejos β-
catenina/TCF-LEF en células hipocampales nos permita ayudar a entender el 
funcionamiento de los mecanismos moleculares asociados a la actividad, 
estructura y función de redes y circuitos sinápticos en la región hipocampal, la cual 
es afectada en varios desordenes neurodegenerativos y del neurodesarrollo. De 
igual modo, esperamos que nuestros resultados se condigan con los trabajos 
discutidos previamente, potenciando el rol funcional de la vía Wnt/β-catenina en 
módulos asociados con plasticidad sináptica, sugiriendo que una alterada 
formación y función sináptica, modulados por esta vía de señalización, tendría un 
impacto trascendental en la sintomatología de desórdenes neurológicos 
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prevalentes (Baranzini et al., 2009; Johnson et al., 2015; Krumm et al., 2014; 
Pérez-Palma et al., 2014), idea que ha recibido bastante interés de la comunidad 
científica recientemente (Duman y Argajanian, 2012; Mandolesi et al., 2015; 
Sheng et al., 2012; Zoghgi y Bear, 2012). En consideración de los antecedentes 
previamente descritos, nos formulamos la hipótesis de este trabajo, titulada “La 
vía de señalización Wnt/β-catenina regula la expresión temprana de genes 
relacionados a la sinapsis en el hipocampo”. 
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4. HIPOTESIS 
 
 
“La vía de señalización Wnt/β-catenina regula la expresión temprana de 
genes relacionados a la sinapsis en el hipocampo”. 
 
 
 
 
5. OBJETIVOS 
 
 
5.1. Objetivo General: Analizar el patrón de expresión diferencial global 
temprano de genes regulados por la vía de señalización Wnt/β-catenina en 
neuronas hipocampales. 
 
5.2. Objetivos Específicos: 
1. Evaluar el programa transcripcional global posterior a la activación de la vía 
de señalización Wnt/β-catenina, utilizando el ligando purificado WNT3a por 
4 horas en células de cultivo primario hipocampal de rata. 
2. Estudiar la sobrerrepresentación de categorías ontológicas reguladas por la 
vía Wnt/β-catenina, utilizando los resultados de expresión diferencial 
transcripcional. 
3. Evaluar módulos de interacción redes de los genes regulados 
diferencialmente, integrando la data transcripcional contra el interactoma de 
la especie utilizada. 
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6. MÉTODOS 
 
 
6.1. Purificación de Wnt3a—La purificación de la proteína Wnt3a fue llevada a 
cabo siguiendo el protocolo previamente descrito por Willert y colaboradores 
(2003), el que ha sido implementado en nuestro laboratorio siguiendo los cambios 
sugeridos por el grupo de Kishida (2004). En breve, células L, capaces de secretar 
Wnt3a fueron obtenidas de ATCC (CRL-2647; Rockville, MD). El medio 
condicionado Wnt3a (MC-Wnt3a), producido por células L de ratón que sobre 
expresan esta proteína, fue ajustado con 1% Tritón X-100 y filtrado en un Corning 
Bottle Top Filter 0,22 μm (Corning). A continuación, el medio fue aplicado a una 
columna HiTrap Blue HP (GE Healthcare), previamente equilibrada con buffer de 
unión (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% CHAPS, 150 mM KCl). Posteriormente, se lavó 
la columna con el buffer de unión y se eluyó utilizando buffer de unión que contiene 
KCl 1,5 M, a un flujo de 1 m/min. La presencia de la proteína Wnt3a fue detectada 
mediante el uso de un anticuerpo anti-Wnt3a (R & D Systems, Minneapolis, MN), 
y las fracciones positivas fueron agrupadas y concentradas en un Amicon Ultra 
Centrifugal Filter Device (Millipore). El concentrado fue aplicado a una columna 
HiLoad 16/60 Superdex 200 (Amersham Biosciences), anteriormente equilibrada 
con PBS 1X y 1% CHAPS. La elusión se realizó a un flujo de 1 ml/min con el mismo 
buffer usado para equilibrar esta columna y se colectaron fracciones de 1 ml. Las 
fracciones que resultaron positivas para Wnt3a fueron agrupadas y aplicadas a 
una columna HiTrap Heparin HP (GE Healthcare), equilibrada con PBS 1X y 1% 
CHAPS. Luego de lavar la columna con el mismo buffer empleado en equilibrarla, 
la elusión fue realizada con un gradiente lineal de NaCl (0 a 1 M) en PBS 1X y 
CHAPS 1%, a un flujo de 0,5 ml/min, colectando fracciones de 0,5 ml. Se determinó 
qué fracciones presentan Wnt3a mediante western blot y éstas fueron agrupadas 
para su posterior uso. La pureza fue estimada mediante la metodología de SDS-
PAGE (8%), teñido con Azul de Coomassie G250, y posteriormente analizada a 
través de densitometría con el programa ImageJ. 
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6.2.  Células y condiciones de cultivo: 
 
6.2.1. Cultivo de neuronas hipocampales—Los animales fueron tratados y 
manipulados de acuerdo a las directrices recomendadas por el NIH (National 
Institute of Health, Maryland, USA) y el Comité de Bioética de la Universidad 
Andrés Bello. Las neuronas hipocampales fueron disgregadas y mantenidas como 
ya se ha descrito previamente (Aguayo y Pancetti. 1994). Brevemente, se tomó las 
células desde ratas Sprague-Dawley preñadas por 18 días y se mantuvo por 14 
días in vitro (DIV) en placas de cultivo de 12 pocillos (500.000 células por pocillo) 
tratadas con poli-L-lisina (Sigma). Se incubó las neuronas con medio Neurobasal 
suplementado con B27 (Gibco). El cultivo se mantuvo a 37 °C en una atmósfera 
húmeda con 5% de CO2. El medio se cambió cada 2 días. 
 
6.2.2. Línea celular pBARL-HT22—Se cultivó las neuronas hipocampales de 
ratón, pBARL-HT22, en placas de 10 cm. Cada placa conteniendo un volumen final 
de 10 mL de medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino 
(FBS, Gibco) y un 1% de penicilina/estreptomicina. Se mantuvo las células por 48 
h previo a los tratamientos, a 37 °C, 5% de CO2, obteniendo una confluencia entre 
80 y 90%. 
 
6.3. Ensayos funcionales con Wnt3a purificado—Se incubó con la proteína Wnt3a 
purificada las células de cultivo primario de hipocampo de rata (14 DIV) y células 
de línea hipocampal de ratón (pBARL-HT22), respectivamente, por su capacidad 
de estabilizar β-catenina. Se trató las células de cultivo primario hipocampal de 
rata (NHR) y pBARL-HT22 con 400 ng/mL de Wnt3a por 4 y 24-h, respectivamente, 
con el fin de evaluar la respuesta temprana del programa transcripcional global en 
el modelo de NHR, y la capacidad de activación de la vía Wnt canónica en la línea 
de ratón. Se evaluó la actividad de Wnt3a en la línea celular pBARL-HT22, un 
modelo derivado de ratón transfectado de forma estable con el plasmido reportero 
pBARL (luciferasa de luciérnaga activada por β-catenina), el cual contiene 12 
elementos de respuesta a factores de transcripción de la familia TCF/LEF 
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(Biechele, 2008). Se incubó las células pBARL-HT22 con diferentes tratamientos 
y luego de 24 h la actividad luciferasa fue cuantificada con el kit dual luminescence 
(Promega, Madison, WI), como se ha descrito previamente (De Ferrari et al., 
2007), en el equipo Victor3 (PerkinElmer Life Sciences). 
 
6.4. Western blot—Se separó las proteínas mediante la metodología de SDS-
PAGE por su tamaño en un gel al 10% y posteriormente se transfirió a una 
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). La membrana se bloqueó con leche al 5% 
en una solución tampón de fosfato salino 1X (PBS, contiene cloruro de sodio 137.0 
mM, fosfato de sodio 10.0 mM, cloruro de potasio 2.7 mM y fosfato de potasio 1.8 
mM, pH 7.4) y 0.1% del detergente Tween 20, por 1 h con agitación, luego, 
incubadas con los anticuerpos primarios anti-β-catenina o β-actina (ambos de 
Santa Cruz Biotechnology), toda la noche a 4°C. Se prosiguió con los lavados 
correspondientes y se incubó con un anticuerpo secundario adecuado, el cual se 
encuentra conjugado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biotechnology) por 1 
h a temperatura ambiente. La inmuno reactividad de los anticuerpos fue detectada 
utilizando reactivos femto-quimioluminiscentes (SuperSignal West Femto 
Maximum Sensitivity, Promega) y se registró en diferentes tiempos de exposición 
según la proteína analizada. 
 
6.5. RT-PCR en tiempo real—El ARN total se purificó en condiciones libres de 
ARNasa, utilizando el reactivo TRIZOL (Invitrogen). Se retro-transcribió 2 mg de 
ARN en una reacción de 10 μL con el kit de síntesis de cADN Affinity Script 
(Stratagene, CA, USA). En breve, se utilizó 5 μL del mix maestro para generar la 
primera hebra, 300 ng/μL de partidores al azar y 0.5 μL del mix de enzima 
RT/ARNasa Block de Affinity Script. Se incubó la reacción a 25 °C por 5 min, luego 
42 °C por 45 min, seguido por la inactivación de la enzima por calor a 95°C por 5 
min. El cADN fue guardado a -20 °C hasta su posterior utilización. Se evaluó los 
niveles del mARN de Ccnd1 y Nlgn3. Los cADNs fueron analizados mediante PCR 
en tiempo real; se diseñó los partidores para tener una temperatura de hibridación 
de ~60 °C y la generación de un amplicón de 100 – 200 pares de bases (pb) de 
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largo. Se evaluó los partidores utilizando el programa Primer Blast 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) sin mostrar ninguna secuencia 
homologa significativa más que la del producto buscado. A continuación, se midió 
los niveles de transcrito de los genes seleccionados por qPCR usando el Mix 
maestro Brilliant SYBR Green (Applied Biosystems, CA, USA) y analizados en un 
equipo Mx3000p (Stratagene, CA, USA). Cada reacción se realizó en duplicado en 
un volumen de reacción de 20 μL. Todas las reacciones contenían una 
concentración equimolar de cada par de partidores (300 nM) y 40 ng de cADN. El 
protocolo de la reacción comienzó con un paso de denaturación por 10 min a 95 
°C, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s y 72 °C por 20 s. El 
ensayo de SYBR Green también incluye la medición de la curva de disociación al 
final de los ciclos realizados, ésta se realiza mediante una medición continua de 
fluorescencia de 70 a 95 °C. Se realizó los controles sin templado también en 
duplicado por cada mezcla de par de partidores. Los valores de la cuantificación 
de los ciclos basal y umbral (Cq) se determinaron automáticamente para todas las 
reaccione utilizando el programa MxPro (Stratagene, CA, USA). Los resultados 
fueron normalizados a los obtenidos en paralelo con los genes Rpl13a, Hprt y 
βactin, utilizados como genes de referencia. 
 
6.6. Secuenciación—El ARN total de tres muestras de células de NHR (3 
muestras), fue utilizado para evaluar la integridad del ARN en el equipo Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Los valores de 
RIN (Número de integridad del ARN) obtenidos fueron al menos mayores a 7.5 
para las NHR, como se muestra en la tabla 1. El ARN fue procesado utilizando el 
kit Illumina mRNA TruSeq Stranded para generar librerías de 280 pb de tamaño 
en pair-end. Estas librerías fueron secuenciadas utilizando el equipo de Illumina, 
HiSeq 2000. Se alineo las lecturas crudas (con una profundidad de 60M 2x 80 - 60 
millones de lecturas promedio, realizadas en pair end, con un tamaño aproximado 
de 80 pb -  como se muestra en la Tabla 1) a las construcciones del genoma de 
referencia de rata, Rnor6, utilizando el paquete de programas de la plataforma de 
R, Bioconductor (Tabla 2) (v3.1; Gentleman, 2004; Huber, 2015). La expresión 
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diferencial para genes candidatos se evaluó estadísticamente con DESeq (v1.20; 
Anders y Huber, 2010), analizando los datos con dos estrategias diferentes como 
valores umbral de corte, considerando un valor de veces de cambio (VC) mayor o 
menor al 25% de variación por gen, o considerando valores nominales de p-value 
(< 0.05). Finalmente se evaluó la correlación entre las muestras (Tabla 3), en 
donde todos los valores se encontraban sobre 0.93, que es lo adecuado para 
experimentos de secuenciación masiva de transcriptoma según las directrices de 
ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements Consortium. 2011). 
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Tabla 1. Valores característicos de librerías y estándares de calidad. 
Identificador Muestra ID Lecturas totales 
(Mb) 
GC (%) AT (%) RIN Q30 (%) 
C1 Rn_C4h-25-3 56.79 50.08 49.92 8.2 89.39 
C2 Rn_C4h-23-4 53.24 50.21 49.78 7.9 89.39 
C3 Rn_C4h-22-12 189.71 50.50 49.50 10.0 92.36 
W1 Rn_W4h-25-3 54.35 50.12 49.88 7.8 89.32 
W2 Rn_W4h-23-4 55.58 50.31 49.68 7.2 89.12 
W3 Rn_W4h-22-12 194.05 50.44 49.55 10.0 92.56 
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Tabla 2. Valores estadísticos del alineamiento de secuencias usando el paquete 
Bioconductor. 
Identificador 
Muestra 
ID 
Input R1 
(lecturas) 
Mapeadas 
(lecturas) 
Mapeadas 
(%) 
Input R2 
(lecturas) 
Mapeadas 
(lecturas) 
Mapeadas 
(%) 
Tasa Mapeo 
(%) 
C1 
Rn_C4h-
25-3 
28,396,511 24,073,712 84.78 28,396,511 24,001,972 84.52 84.65 
C2 
Rn_C4h-
23-4 
26,617,832 23,496,274 88.27 26,617,832 23,409,699 87.95 88.11 
C3 
Rn_C4h-
22-12 
93,919,684 80,368,624 85.57 93,919,684 79,539,537 84.69 85.14 
W1 
Rn_W4h-
25-3 
27,174,572 23,968,025 88.20 27,174,572 23,888,677 87.91 88.05 
W2 
Rn_W4h-
23-4 
27,792,483 23,953,882 86.19 27,792,483 23,834,804 85.76 85.97 
W3 
Rn_W4h-
22-12 
125,578,182 87,683,880 69.82 125,578,182 86,543,807 68.92 69.37 
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Tabla 3. Muestras de rata que sobrepasan los umbrales de calidad por correlación de Pearson. 
Muestra C1 C2 C3 W1 W2 W3 
C1 1.00 
  
   
C2 0.97 1.00 
 
   
C3 0.97 0.95 1.00    
W1 1.00 0.96 0.97 1.00   
W2 0.95 0.93 0.98 0.95 1.00  
W3 0.98 0.95 0.99 0.98 0.95 1.00 
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6.7. Análisis de categorías ontológicas—Los genes sobre-regulados de rata 
(según ambas estrategias, VC > 1.25 o p-value < 0.05), fueron analizados 
utilizando el programa Ontologizer (Grossmann et al., 2007) con el fin de encontrar 
ontologías (GO) estadísticamente enriquecidas en la data biológica. El 
enriquecimiento se determinó en referencia a todos los IDs de genes de rata que 
fueron anotados de acuerdo a categorías ontológicas, pudiendo ser procesos 
biológicos (BP), componentes celulares (CC) o funciones moleculares (MF). Los 
p-values de dichas categorías fueron establecidos posterior a la realización de un 
test hipergeométrico por la corrección de Benjamini y Hochberg de tasa de falsos 
positivos (Benjamini y Hochberg. 1995). Se estableció un valor de corte de p-value 
< 10E10-5 con la finalidad de identificar categorías enriquecidas significativamente. 
La base de datos de STRING (v10.0; Jensen et al., 2009) fue utilizada para la 
construcción de una red regulatoria de transcritos expresados diferencialmente. 
Se visualizó estas redes mediante el programa Cytoscape (v3.3; Shannon et al., 
2003). El programa Cluster (v3.0; De Hoon et al., 2004) fue usado para establecer 
una agrupación jerárquica de los genes sobre regulados presentes en las 
categorías ontológicas. La matriz de expresión fue visualizada con un 
dendrograma utilizando Java TreeView (v3.0; Noebels, 2011). 
 
6.8. Red de asociaciones funcionales de proteinas (FPAN)—Para analizar las 
interacciones conocidas entre los genes expresados diferencialmente, utilizamos 
las interacciones funcionales de alta confianza de la base de datos STRING 10.0 
(Sigla en inglés de, Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins; 
http://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2011), la cual contiene interacciones 
curadas de diferentes fuentes de evidencia (Ejemplo: Contextos genómicos, co-
expresión, literatura revisada, entre otros). Sólo se mantuvo las interacciones con 
la mayor confiabilidad (Interacciones con un puntaje combinado < 0.9, provisto por 
STRING). La red FPAN finalmente utilizada consta de 9443 nodos (genes de rata) 
y 309728 ejes no redundantes (interacciones). Se visualizó todas las redes y sub 
redes en el programa Cytoscape. 
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6.9. Búsqueda de módulos—Todos los genes con sus valores de p-value 
obtenidos con DESeq fueron introducidos a la red FPAN como un atributo de coma 
flotante (representación decimal aproximada de un valor racional con muchos 
dígitos). Se consideró un valor de corte para veces de cambio mayores a 1.25 
(25%) para la inclusión (n = 2892 genes). La búsqueda de módulos fue llevada a 
cabo con el plugin de Cytoscape JActiveModules (Ideker et al., 2002) con un 
umbral de sobrelapamiento de genes de 20% siguiendo el método reportado 
previamente (Baranzini et al., 2009; Pérez-Palma et al., 2014). De forma 
explicativa, el programa busca sub-redes conectadas altamente significativas o 
módulos enriquecidos con información de expresión (p-value). Partiendo desde un 
nodo aleatorio (por el procedimiento de Monte Carlo) se evaluó el crecimiento de 
los módulos en contraste con una distribución de genes que sólo correspondiera a 
ruido de fondo (background), la cual fue creada por el programa excel (Microsoft 
Excel, 2016) utilizando 10000 opciones aleatorias internas, obteniendo un puntaje 
específico de desviación estándar (puntaje S). Los módulos con S > 3 (3 
desviaciones estándar sobre el promedio de puntajes aleatorios) y con un número 
de genes entre 10 a 50, fueron considerados como significativos (Baranzini et al., 
2009). Para obtener un puntaje S promedio y desviación estándar (DE) para cada 
módulo resultante, la búsqueda fue realizada 10 veces. Finalmente, el mismo 
procedimiento fue realizado con p-values permutados sobre todos los genes 
presentes en la red FPAN (Análisis permutado). Los análisis de diferencias 
estadísticas entre la data permutada y la real (Incubación con Wnt3a) se realizó 
con test t-student.  A modo esquemático se presenta un diagrama de flujo, 
detallando los pasos a seguir de la metodología y algunas especificaciones de 
cada uno de sus pasos (Figura 3). 
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Figura 3. Diagrama de flujo de actividades desarrolladas. En la imagen se detallan los pasos 
seguidos para el análisis de las muestras seleccionadas. Se indican parámetros clave en el 
desarrollo de cada etapa principalmente a través de la secuenciación, el alineamiento al 
transcriptoma de referencia, normalización de datos y análisis de ontologías y redes en el 
interactoma. 
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7. RESULTADOS 
 
7.1. Wnt3a promueve la estabilización de β-catenina y la expresión de genes 
canónicos Wnt—La proteína Wnt3a funcional pura, obtenida desde células L de 
ratón, es capaz de inducir la acumulación de la proteína β-catenina en el cultivo 
primario de neuronas de hipocampo de embrión de rata E18 de 14 días in vitro. 
Para analizar la actividad funcional de la proteína Wnt3a en las células, llevamos 
a cabo ensayos de Western Blot para observar la estabilización de la proteína β-
catenina en extractos totales de proteína, y la técnica de qPCR en tiempo real para 
genes descritos que se regulan por esta vía de señalización. La determinación 
cuantitativa de los niveles de mARN en ambos modelos mostró que Wnt3a induce 
rápidamente (4 h) un incremente de los genes Ccnd1 y Nlgn3 (Ciclina D1 y 
Neuroligina 3, respectivamente. Ambos blancos transcripcionales de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina; N=3; 2.2 y 2.05 veces de cambio) (Figura 4a y b). 
 
7.2. Respuesta a tratamientos con Wnt3a en el programa transcripcional global—
Luego de los controles de calidad, se seleccionó muestras para llevar a cabo 
ensayos de expresión diferencial, considerando aquellos que mostraran una 
activación de la vía de señalización Wnt canónica. Se obtuvo valores de buena 
calidad para las librerías generadas y los experimentos de RNASeq de las 
muestras de rata (Q30 > 89%, Tabla 1). A continuación, se normalizó la data para 
poder trabajar con ésta, considerando el número de lecturas de cada librería de 
forma independiente (Figura 5a, b), los conteos totales entre las librerías (Figura 
5c,d) y, la varianza entre los controles y tratamientos, obteniendo una distribución 
final de p-values para los datos procesados de forma conjunta (Figuras 5e). 
Posteriormente se evaluó el comportamiento de todo el transcriptoma entre cada 
muestra para rata, en donde al agrupar por dendogramas muestran una 
correlación mayor entre cada control con su tratamiento respectivo en vez de 
hacerlo con sus réplicas, independiente de este efecto, es posible evidenciar un 
comportamiento normal que se condice con la correlación entre todas las muestras 
para la especie (Figura 6a).  
35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Expresión de genes blanco de la vía Wnt y estabilización de β-catenina en NHR. (a) 
El ARN total de las células incubadas con 400 ng/mL de Wnt3a, por 4-h, fue extraído y usado para 
la realización de experimentos de qPCR en tiempo real para determinar los niveles de mARN de 
Ccnd1, Nlgn3 (blancos transcripcionales reportados de la vía de señalización) y Rpl13a, Hrpt y β-
actin (como controles internos de carga, pues se encuentran expresados de manera constitutiva). 
Se llevó a cabo un protocolo de corrida de 40 ciclos para la evaluación. Cada figura corresponde al 
menos a 3 experimentos independientes. (b) Imagen reprentativa de los niveles totales de la proteína 
β-catenina en las mismas muestras de NHR, examinado a través de análisis de Western Blot y 
utilizando 30 µg totales de extracto proteico. La proteína β-actina, miembro de las proteínas 
escructurales del citoesqueleto, fue utilizada como control interno de carga. 
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Figura 5. Análisis de normalización de lecturas totales para muestra de RNASeq. Densidad del 
conteo de lecturas mostrando la distribución a través de cada muestra antes (A) y después de la 
normalización (B). Los ejes verticales muestran las densidades del conteo de lecturas para cada 
muestra y el eje horizontal muestras el log2 + 1 del conteo de lecturas. En la sección media, 
b a 
d c 
e 
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distribución de lecturas totales (representadas como cajas), antes (C) y después de la normalización 
(D). El eje vertical muestras el log2 + 1 del conteo de lecturas. Cada caja muestra la distribución de 
la varianza para cada muestra. En la sección inferior, histograma de distribución de p-value 
mostrando pruebas de significancia para los valores de expresión diferencial luego del procedimiento 
de normalización. Los ejes verticales muestran la frecuencia de p-values en el grupo de genes con 
expresión diferencial (E). 
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Se estableció un umbral de expresión de genes con un valor de VC mayor o menor 
a un 25% por gen, con el fin de analizar módulos de interacción de un gran número 
de genes que variaron y pudiesen representar en conjunto algún término 
ontológico, o un valor nominal de p-value < 0.05, buscando categorías 
enriquecidas por genes expresados diferencialmente de manera significativa 
(Figura 6c). Se obtuvo un total de 4304 genes por VC, mientras que para la 
estrategia con umbral por p-value, se obtuvo 170 genes expresados 
diferencialmente y, de manera significativa con valor p nominal para las muestras 
(Figura 6c). Luego, agrupamos los genes en aquellos que se encuentran 
aumentados o disminuidos según su VC, como se indica en la Figura 6d. Los 
cambios en los genes expresados diferencialmente normalizados por log2 de las 
veces de cambio se representaron por un heatmap (Figura 6b), en donde se 
muestra una tendencia de sobre regulación en respuesta al tratamiento con Wnt3a 
(en rojo) con un 88.0% (149 genes) de los 170 genes. Los genes TOP sobre 
expresados en rata presentan distintos candidatos importantes en las muestras 
(Tabla 4), siendo el más importante Fam84a. Entre los TOP 20 se encontró 11 
genes conocidos por ser regulados por la vía Wnt, incluyendo Notum, Lef1, Axin2 
y Cxcl3. Los resultados anteriores indican que luego de un tratamiento transiente 
con Wnt3a, podemos identificar mARNs nacientes derivados de la actividad de la 
vía Wnt/β-catenina en el programa transcripcional global de neuronas 
hipocampales de rata. A continuación, se enfocó nuestros análisis posteriores 
solamente en los genes diferencialmente expresados de rata para su posterior 
categorización. Proseguimos realizando una caracterización funcional de los 
genes expresados diferencialmente (Figura 7), este análisis reveló que las 
principales categorías proteicas representadas se agrupan en funciones 
moleculares asociadas con factores de transcripción (18.1%), proteínas con 
capacidad de unirse a los ácidos nucleicos (14.8%) y moléculas asociadas con 
señalización (8.7%) posterior a la estimulación con Wnt3a. 
 
Posteriormente, se observó el efecto transcripcional directo de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina en las NHR, con el fin de evitar el sesgo asociado con 
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la posible activación de algunas vías de señalización secundarias que no se 
encontrasen relacionadas. Se intersectó los 170 genes nominales 
diferencialmente expresados con la vía del reactoma “Señalización Wnt 
independiente de β-catenina”, incluyendo además 149 genes pertenecientes a las 
vías no canónicas PCP y/o Ca2+. Sólo los genes Lef1, Tcf7 y Prkg2 fueron 
encontrados en ambos grupos de genes (Figura 8). Con lo anterior, concluimos 
que Wnt3a no promueve la expresión de componentes no canónicos. 
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Figura 6. Análisis del transcriptoma, expresión diferencial y significancia de genes de rata en 
presencia de Wnt3a. (a) Se muestra el comportamiento para todos los genes del análisis de rata 
según el total de lecturas normalizadas por muestra. (b) Análisis de 170 genes de rata, los cuales se 
encuentran considerados por tener una regulación diferencial al sobrepasar el umbral de 
significancia bajo 0.05 p-value. Valores en veces de cambio (VC).  (c) Luego del tratamiento con 
Wnt3a, se observó los genes que aumentaban o disminuían su expresión. En el Plot diferencial 
(PlotMA hecho con DESeq) se observa una representación visual de los valores de expresión en 
Log2 de las veces de cambio de los genes (eje Y), y los conteos de lecturas normalizados por gen 
(eje X), entre las condiciones control y tratamiento. Se obtuvo un total de 170 genes expresados 
diferencialmente para la rata, en donde estos corresponden a los puntos rojos, luego de haber 
pasado por los controles de calidad y la normalización por varianza, obteniéndose valores con un p-
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value < 0.05. Los puntos negros corresponden a genes que no pasaron los controles de calidad 
(valor de significancia mayor al nominal). (d) A continuación se muestra el desglose de los genes de 
ambas listas para los grupos que aumentan o disminuyen su expresión, de los 170 genes que varían 
en total (1.0% de los genes pezquizados que al menos tuvieron 1 lectura), con 149 y 21 genes, 
respectivamente. En rojo, se observa el porcentaje del total de genes del Plot diferencial sobre-
representados, mientras que el color negro, muestra los genes bajo el umbral de significancia. La 
representación de los valores totales de genes que aumentan o disminuyen se observa en los colores 
rojo o verde, respectivamente. 
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Figura 7. Funciones moleculares representadas de genes expresados diferencialmente. 
Análisis de los 170 genes de rata, los cuales se encuentran categorizados en funciones moleculares, 
siendo la mayoría representados por factores de transcripción. 
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Tabla 4. Top 20 genes sobre-regulados por Wnt3a nominalmente significativos en neuronas 
hipocampales de rata. 
Símbolo ID VC p-value Vía Wnt Referencias 
Fam84a 2.4 2.2x10-6 - - 
Notum 14.1 1.5x10-5 Gen Wnt [Nagendran, 2015; 
Kakugawa, 2015] 
Lef1 2.1 1.7x10-5 Gen Wnt [Filali, 2002] 
Axin2 3.5 1.2x10-4 Gen Wnt [Jho, 2002] 
Prkg2 2.7 1.4x10-4 Funcional [Kawasaki, 2008] 
Cxcl3 4.6 5.2x10-4 Gen Wnt [Segditsas, 2008] 
Ahr 2.1 1.0x10-3 Gen Wnt [Gerbal, 2014] 
Stk32a 1.8 1.3x10-3 - - 
Itga9 2.0 1.7x10-3 - - 
Tnfresf19 2.4 1.8x10-3 Gen Wnt [Buttitta, 2003] 
Tmem72 1.7 2.0x10-3 - - 
Fras1 1.9 2.2x10-3 - - 
Fam167a 1.8 2.2x10-3 - - 
Gata2 2.8 2.3x10-3 Funcional [Mimoto, 2015] 
Id2 1.3 3.0x10-3 Gen Wnt [Rockman, 2001] 
Msx2 2.1 3,9x10-3 Gen Wnt [Zhai, 2011] 
Sp5 10.3 4.2x10-3 Gen Wnt [Fujimura, 2007] 
Cd83 2.1 4.4x10-3 - - 
Cgnl1 1.5 4.9x10-3 - - 
Hunk 1.5 5.3x10-3 Gen Wnt [Reed, 2015] 
Funcional: Proteínas conocidas por modular la actividad transcripcional de la vía Wnt. VC: 
veces de cambio. Gen Wnt: Blanco transcripcional de la vía Wnt.  
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Figura 8. Sobrelapamiento de genes modulados por Wnt/β-catenina de manera temprana. (a) 
Diagrama de Venn mostrando el sobrelapamiento de nuestros genes nominales (“Nuestro estudio”, 
círculo rojo, n = 170) y los genes modulados curados (revisados y confirmados por trabajos previos) 
de Wnt Homepage (círculo violeta, n = 75), también de componentes no canónicos de la vía de 
señalización Wnt, extraidos de la base de datos del reactoma.(b) Diagrama de Venn mostrando el 
sobrelapamiento entre i) Genes reportados como modulados por la vía Wnt/β-catenina descritos por 
Blancos 
transcripcionales vía Wnt 
Blancos Wnt no 
canónicos 
Nuestro estudio 
Nuestro 
estudio 
Blancos transcripcionales Wnt 
(homepage) 
Candidatos en la literatura 
Nuestro 
estudio 
Segunda ola 
transcripcional 
FTs conocidos  
de Wnt en 
TRRUST (15/28) 
Otros FTs 
expresados 
diferencialmente 
(28/170) 
Wexler et al. 
2011 
Wisniewska et al. 
2012 
Hodar et al. 
2010 
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Hodar et al., 2010 (Círculo verde, n = 89); ii) Red de genes transcripcionalmente regulados por Wnt1 
en progenitores neuronales reportados por Wexler et al., 2011 (Círculo amarillo, n = 294); iii) Genes 
con sitios putativos TCF/LEF1 reportados por Wisniewska et al., 2012 (Círculo celeste, n = 428); y 
iv) Nuestros genes expresados diferencialmente de forma significativa (círculo rojo, n = 170). Para 
cada comparación, los detalles se desglosan en los cuadros según similitud de colores. (c) Diagrama 
de Venn describiendo el sobrelapamiento entre nuestros 170 genes nominales (“Nuestro estudio”, 
círculo rojo) y la “segunda ola transcripcional”, definida por los genes conocidos que pudieran 
activarse de forma indirecta a través de los 28 factores de transcripción iniciales, expresados 
nominalmente en nuestro estudio (círculo gris, n = 99). Los genes de esta última categoría se 
obtuvieron de una base de datos curada de candidatos transcripcionales humanos TRRUST 
(http://www.grnpedia.org/trrust/) para 15 (AHR, ARX, DACH1, FOXO1, FOXO3, GATA2, GBX2, ID2, 
ID4, MSX2, NFAT5, NR4A2, TBX2, TBX3 and TFAP2C) de 28 factores de transcripción, de los cuales 
había información disponible. 
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7.3. Sobre-representación de categorías ontológicas y sus componentes en el 
interactoma de rata—Luego de aplicar los umbrales definidos, continuamos 
nuestro análisis solamente con los genes obtenidos del cultivo primario hipocampal 
de rata en búsqueda que categorías ontológicas representadas usando 
Ontologizer. A continuación, encontramos un enriquecimiento en categorías de 
procesos biológicos asociadas al desarrollo cerebral y homeostasis, en lo que se 
incluyen genes asociados con proliferación de células precursoras neuronales 
(GO:0061351; p-value ajustado = 1.6x10-10), desarrollo del prosencéfalo 
(GO:0030900; p-value ajustado = 2.2x10-9) y diferenciación de células madre 
(GO:0048863; p-value ajustado = 2.3x10-9). De manera similar, para la categoría 
de función molecular, se encontró representada la actividad de unión a ADN por 
secuencia específica (GO:0043565; p-value ajustado = 4.1x10-6). Todos estos 
genes y su relación funcional se muestran en la Figura 9 y Tabla 5. Se observa 
también, un alto grado de sobrelapamiento entre las categorías anteriores con 37 
genes (7 de los cuales se encuentran entre los TOP 20 sobre regulados; Figura 9, 
nodos hexagonales), responsables del enriquecimiento dado por 89 asociaciones 
ontológicas (Figura 9, ejes de colores). En conjunto, se detectó 11 interacciones 
de alta confiabilidad, conectando 21 de los 170 genes usando la red FPAN extraída 
de la base de datos de STRING (Ver materiales y métodos). 
 
Del mismo modo anterior, se evaluó si existía un enriquecimiento de módulos 
con la lista de genes sobre regulados obtenida de la rata en el interactoma, 
esperando encontrar redes representadas por el tratamiento con Wnt3a, las cuales 
entregan información de las interacciones proteicas que existen en dicho contexto. 
Así mismo, fue posible encontrar una mayor cantidad de éstos (Figura 10a), los 
cuales se representan de forma significativa con el tratamiento por Wnt3a contra 
una lista de genes permutada del transcriptoma de la rata, llegando a ser 
aproximadamente el doble de módulos.  
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Tabla 5. Procesos ontológicos sobre representados. Se muestran en la tabla las categorías 
representadas (las cuales representan un valor de p-ajustado por corrección del test múltiple de 
Benjamini-Hochberg menores a 1.0E10-6) sobre los umbrales de significancia. 
Categoría GO ID GO Nombre GIP GIS p-ajustado (BH) 
BP GO:0061351 
Proliferación precursores 
neurales 
122 14 1.6x10-10 
 GO:0030900 Desarrollo prosencéfalo 266 18 2.2x10-09 
 GO:0048863 Diferenciación células madre 267 18 2.3x10-09 
 GO:0007420 Desarrollo cerebral 418 22 1.0x10-06 
 GO:0048732 Desarrollo de glándula 289 18 1.6x10-06 
 GO:0048864 Desarrollo células madre 225 16 1.6x10-06 
 GO:0021872 
Generación de neuronas en 
prosencéfalo 
58 9 3.3x10-06 
 GO:0021953 
Diferenciación neural en sistema 
nervioso central 
138 12 7.0x10-06 
 GO:0045165 Compromiso del destino cellular 173 13 9.6x10-06 
CC na na na na na 
MF GO:0043565 
Unión a secuencia específica del 
ADN 
452 22 4.1x10-06 
BP: Procesos biológicos; CC: componentes celulares; MF: función molecular; GO ID: termino 
ontológico del gen ID; GIP: Genes en la población; GIS: Genes en estudio; BH: Benjamini-Hochberg; 
prueba de corrección corregida. 
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Figura 9. Redes biológicas sobre-representadas en respuesta a Wnt3a. El color de los nodos 
representa las veces de cambio observadas, siendo verde una disminución en la expresión y rojo un 
aumento. (verde = VC < 1; blanco = VC = 1; rojo = VC > 1). El tamaño del nodo es proporcional al 
valor de significancia de dicho gen asignado por DESeq. Se sobre representan 5 categorías 
ontológicas y sus respectivas asociaciones. Las interacciones funcionales directas se extrajeron 
desde la base de datos de STRING, mostradas como ejes de color negro. Los nodos hexagonales 
representas los genes TOP 25 expresados diferencialmente, mientras que el nodo con forma de 
diamante representa el TOP 1 (FAM68a). Los bordes de nodos negros y grises representan los TOP 
20 genes modulados por Wnt o asociados a la vía con evidencias funcionales, respectivamente. 
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Figura 10. Módulos enriquecidos con el tratamiento con Wnt3a. En A se observa el 
enriquecimiento de módulos dentro del interactoma que se representan con esta lista de genes sobre 
expresados por el tratamiento con Wnt3a contra una data permutada con valores azarosos en el 
transcriptoma de rata. P-value < 0.0001. En B se representan los módulos TOP en promedio de 5 
réplicas experimentales para la data del tratamiento con Wnt3a contra la data permutada. Se observa 
que los puntajes de los módulos obtenidos con el tratamiento con Wnt3a son significativos con un p-
value * < 0.05, ** < 0.001, *** < 0.00001. 
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Mientras que los análisis de expresión diferencial permiten la identificación 
de genes alterados en tejidos específicos, evaluando gen por gen, la aproximación 
de búsqueda de módulos permite además integrar relaciones funcionales entre 
genes/proteínas (Parikshak et al., 2015). Sin embargo, dado que al converger o 
agregarse señales de expresión adicionales en un conjunto de genes, puede 
convertirse en información significativa en un contexto de redes, proseguimos 
analizando los módulos obtenidos, con lo que se evaluó si al agrupar estos genes, 
su análisis permite la representación de algún proceso en común. El puntaje 
promedio de los cuatro primeros módulos obtenidos del tratamiento con Wnt3a era 
significativamente mayor en comparación con los resultados permutados (M1-M4; 
Figura 10b). El puntaje de M4 se encontraba por debajo del puntaje más alto 
generado aleatoriamente y por ello no se consideró para posteriores análisis. En 
conjunto estos resultados muestran que el número y estructura de los módulos que 
permanecieron consistentes entre las 10 iteraciones realizadas, no son generados 
de forma azarosa, apoyando la idea de que las sub-redes de los módulos M1, M2 
y M3 tendrían un sentido biológico. Los componentes de estos módulos y sus 
interacciones se encuentran en la Figura 11. Los análisis ontológicos de los 
mismos, revelaron que M1 se encontra altamente enriquecido en genes 
pertenecientes a la categorías de procesos metabólicos de glicerolípidos (Tabla 6; 
GO:0046486; p-value ajustado = 4.5x10-19) y actividad lipasa (GO:0016298; p-
value ajustado = 5.2x10-9); M2 se encuentra principalmente asociado con 
procesos de aprendizaje y memoria (GO:0007611; p-value ajustado = 4.0x10-5) 
con genes que participan en adhesión molecular de la célula (GO:0050839; p-
value ajustado = 1.1x10-6); M3 se encuentra sobre representado con genes que 
pertenecen a procesos de secreción de neurotransmisores (GO:0007269; p-value 
ajustado = 5.3x10-12) y actividad de unión a sintaxina-1 (GO:0017075; p-value 
ajustado = 1.2x10-12). 
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Figura 9. Redes sobre representadas luego del tratamiento con Wnt3a. Análisis de los genes 
sobre regulados en el cultivo hipocampal de rata en el interactoma de la misma especie de STRING, 
utilizando Cytoscape. Se muestran los tres modulos representados, M1, M2 y M3. El color del nodo 
representa sus veces de cambio con el tratamiento con Wnt3a, siendo verde y rojo, disminución o 
aumento de la expresión, respectivamente, similar a la Figura 9, al igual que el tamaño del nodo. 
Para cada módulo se presenta una categoría ontológica que le otorga un rol funcional, destacándose 
M1 en procesos de metabolismo de lípidos (n = 44 genes, 132 interacciones), M2 en aprendizaje y 
memoria (n = 25 genes, 32 interacciones) y, M3 en secreción de neurotransmisores (n = 30 genes, 
62 interacciones). 
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Tabla 6. Categorías TOP 3 sobre representadas en las sub-redes post inducción con Wnt3a. 
 
 
 
 
 
 
Módulo Categoría GO ID GO Nombre GIP GIS p-ajustado (BH) 
M1             
  BP GO:0046486 
Procesos metabólicos de 
glicerolípidos 193 18 4.5x10-19  
    GO:0006644 
Procesos metabólicos de 
fosfolípidos 166 17 1.1x10-18  
    GO:0006650 
Procesos metabólicos de 
glicerofosfolípidos 134 16 1.2x10-18 
  MF GO:0016298 Actividad lipasa 59 8 5.2x10-09 
    GO:0016788 
Actividad hidrolasa, 
actuando en enlaces ester 430 14 1.2x10-08 
    GO:0004620 Actividad fosfolipasa 47 7 1.7x10-08 
M2             
  BP GO:0007611 Aprendizaje y memoria 181 7 4.0x10-05 
    GO:0050890 Procesos cognitivos 200 7 4.4x10-05 
  CC GO:0043256 Complejo laminina 8 4 2.0x10-07 
    GO:0005610 Complejo laminina-5 4 3 2.9x10-06 
    GO:0005605 Laminina basal 18 4 2.9x10-06 
  MF GO:0050839 
Moléculas de unión en 
adhesión celular 
131 7 1.1x10-06 
    GO:0001948 Unión de glicoproteínas 74 5 1.7x10-05 
    GO:0005178 Unión de integrinas 76 5 1.7x10-05 
M3             
  BP GO:0007269 
Liberación de 
neurotransmisores 
82 10 5.3x10-12 
    GO:0006887 Exocitosis 176 12 5.3x10-12 
    GO:0016079 
Exositosis de vesículas 
sinápticas 
37 8 1.2x10-11 
  CC GO:0044456 Parte de la sinápsis 373 14 2.6x10-11 
    GO:0043679 Terminal axonal 131 10 7.7x10-11 
    GO:0044306 
Terminal de proyección 
neuronal 
139 10 9.4x10-11 
  MF GO:0017075 Unión sintaxina-1 16 7 1.2x10-12 
    GO:0000149 Unión a SNARE 69 8 8.0x10-10 
    GO:0019905 Unión sintaxina 46 7 1.7x10-09 
BP: Procesos biológicos; CC: componentes celulares; MF: función molecular; GO ID: termino 
ontológico del gen ID; GIP: Genes en la población; GIS: Genes en estudio; BH: Benjamini-Hochberg; 
prueba de corrección corregida. 
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8. DISCUSIÓN 
 
 
El programa transcripcional global regulado por la vía de señalización Wnt/β-
catenina ha sido examinado principalmente en modelos de cáncer, permitiendo la 
identificación de nuevos genes potenciales y un mayor entendimiento en las 
propiedades oncogénicas de esta vía (Hatzis et al., 2008; Taneyhill y Pennica, 2004; 
Willert et al., 2002). En contraste, aún queda mucho por entender del programa 
transcripcional modulado por la vía en el sistema nervioso central. En éste contexto, 
intentos iniciales para identificar nuevos genes regulados por la vía Wnt/β-catenina 
en un modelo cerebral, se han mantenido solamente a nivel de análisis in silico de 
los promotores proximales de varios genes enriquecidos en sitios de unión tipo 
TCF/LEF (Arrazola et al., 2009; Hödar et al., 2010). De manera más reciente, 
algunas aproximaciones bioinformáticas y transcriptómicas, han sido usadas en 
neuronas del tálamo (Wisniewska et al., 2012), o células progenitoras neuronales 
(Wexler et al., 2011), con el fin de identificar nuevos genes regulados por Wnt/β-
catenina, que se encuentren involucrados en los procesos de excitabilidad neuronal 
o enfermedades neurodegenerativas, entras las cuales se destaca la enfermedad 
de Alzheimer (Wexler et al., 2011; Wisniewska et al., 2012). En este aspecto, varias 
líneas de investigación han provisto de evidencia del rol funcional de la señalización 
de la vía Wnt/β-catenina en desórdenes neurológicos prevalentes asociados con 
disfunción sináptica, destacando, desordenes de espectro autista, la enfermedad de 
Alzheimer o epilepsia (Caracci et al., 2016; De Ferrari y Moon, 2006; De Ferrari et 
al., 2014; Huang et al., 2015). Sin embargo, a pesar de que estos estudios han 
generado cientos de nuevos candidatos, la expresión de aquellos genes muestra un 
mínimo sobrelapamiento (menos del 2.0%) en diferentes linajes celulares, 
probablemente debido a mecanismos transcripcionales y/o traduccionales 
específicos de cada tipo celular. 
 
El fin último en la cascada de señalización de la vía Wnt/β-catenina en las 
células es modular cambios en la expresión de genes que participan de diversos 
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procesos celulares. En un contexto neuronal, podemos destacar procesos como la 
neurogénesis, el remodelamiento axonal, el desarrollo dendrítico, la formación y 
plasticidad sináptica (Inestrosa y Varela-Nallar, 2014; Salinas, 2012). Estos cambios 
son probablemente logrados mediante la acción de factores de transcripción que 
interactúan o son reclutados río abajo de los complejos transcripcionales con β-
catenina. De forma interesante, nuestros resultados muestran que una amplia 
proporción de genes regulados por la vía Wnt/β-catenina en el hipocampo (18.1%, 
n = 28), serían genes codificando para factores de transcripción. De hecho, entre 
los 20 genes que más variaron, aumentando su expresión comparado a la condición 
control, observamos seis factores de transcripción: LEF1, AHR, GATA2, ID2, MSX2 
y SP5, los cuales son genes candidatos o compañeros funcionales con otros 
componentes de la cascada de señalización y, que juegan un rol importante en el 
desarrollo sináptico. A modo de ejemplo, los factores de transcripción TCF/LEF, son 
componentes efectores río abajo de la vía Wnt/β-catenina en la regulación de genes 
modulados por la misma (Cadigan y Waterman, 2012), lo cual incluye genes 
candidatos que participan en el desarrollo y función sináptica (Wisniewska et al., 
2012). De manera similar, AHR participa en la expresión y presentación hacia la 
membrana neuronal de receptores de NMDA (Lin et al., 2009). La sobre expresión 
de GATA2 en neuronas hipocampales, conlleva una posterior disminución de la 
densidad de espinas sinápticas y un comportamiento depresivo en ratas (Choi et 
al., 2014). La familia de los gene ID, incluyendo ID2, son sobre regulados en el 
síndrome Rett (Peddada et al., 2006), un desorden del neurodesarrollo que se 
caracteriza por una alterada plasticidad sináptica (Weng et al., 2011). ID2 también 
es expresado de manera asimétrica en los hemisferios del cerebro humano, 
sugiriendo un rol para este factor de transcripción en la diferenciación de la corteza 
(Sun et al., 2005). Sumado a lo anterior, varias de estas proteínas también modulan 
la activación de la vía de señalización Wnt en otros tejidos, por ejemplo, como 
consecuencia de la hipoxia inducida por estos mismos factores, lo que promueve la 
activación de la vía en células madre cancerígenas (Dong et al., 2016; Mimoto et 
al., 2015; Procházková et al., 2011; Weidinger et al., 2005). Pese a los antecedentes 
previos, de igual forma es necesaria una validación que incluya un análisis 
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proteómico, idealmente global y/o, la evaluación de la localización de factores 
TCF/LEF en el genoma mediante técnicas de ChIP-Seq, con el fin de confirmar 
estos candidatos potenciales de regulación por esta vía de señalización en células 
neuronales o de otro linaje. Es importante destacar, por los análisis de 
sobrelapamiento de genes con aquellos pertenecientes a cascadas 
transcripcionales secundarias, que ninguno de los genes tempranamente sobre-
expresados, posterior a la incubación con WNT3a purificado, pareciera ser resultado 
de la activación mediada por factores de transcripción río abajo u otras señales 
secundarias que promuevan la transcripción. Del mismo modo anterior, es 
necesario discutir el efecto sobre aquellos genes que disminuyen posterior a la 
activación de la vía de señalización. En este contexto, varios genes blanco de la vía 
Wnt canónica, han sido reportados como inhibidores de la misma, los que 
rápidamente promueven su estabilización posterior a su sobre activación, efecto 
asociado con la mantención de los rangos homeostáticos normales en cada tejido 
celular. Algunos ejemplos, son proteínas como AXIN2 y NKD1, ambos sobre-
expresados con nuestro tratamiento. Axin2 actúa a nivel del complejo de destrucción 
de β-catenina, reclutando a la misma, promoviendo su posterior degradación y, por 
ende, afectando la transcripción de genes blanco (Jho et al., 2002). NKD1, inhibe la 
vía de señalización al generar un complejo proteico que secuestra β-catenina junto 
a DVL2 en el citoplasma, impidiendo su acción en el núcleo (Larraguibel et al., 
2015). Ambos casos, serían candidatos para explicar porque observamos genes 
que se encuentran disminuyendo sus valores de expresión diferencial con nuestro 
tratamiento. 
Los resultados de los análisis de categorías ontológicas de los 170 candidatos 
obtenidos con expresión diferencial, posterior a los tratamientos de activación de la 
vía de señalización Wnt/β-catenina, representan categorías asociadas con procesos 
biológicos en desarrollo cerebral, particularmente desarrollo del prosencéfalo, 
diferenciación de células madre y proliferación de células precursoras neurales. En 
este aspecto, uno de los roles de los componentes Wnt/β-catenina en el desarrollo 
del prosencéfalo ha sido claramente establecido (Harrison-Uy y Pleasure, 2012) y 
recientemente éste tópico ha recibido considerable atención, asociada 
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principalmente con el comienzo de desórdenes de espectro autista (Krumm et al., 
2014). De igual forma, es bien sabido que la señalización por Wnt promueve la 
renovación de células precursoras neuronales y es un modulador clave en los 
procesos de neurogénesis (Kalani et al., 2008). Cabe destacar que, AXIN2, un gen 
blanco de la vía (Jho et al., 2002) y, que actúa como proteína de andamio en el 
complejo de destrucción de β-catenina (Kikuchi, 1999), ha sido recientemente 
reportado como modulador de progenitores desde un estado proliferativo hacia 
diferenciado en el desarrollo de la corteza cerebral (Fang et al., 2013). Además, el 
aumento de la expresión de AXIN2 en progenitores neuronales, promueve un 
aumento del tamaño de la neo-corteza, un aumento y exceso de sinapsis de tipo 
excitatorio y comportamientos del tipo autista (Fang et al., 2014). 
Las aproximaciones basadas en redes de interacción han sido ampliamente 
utilizadas en el estudio de enfermedades neurológicas, en donde, usualmente el 
número de marcadores genéticos que excede el umbral de significancia es muy 
pequeño, así, la mayoría de los marcadores no son aptos para considerarse 
(Parikshak et al., 2015). Integrar estos marcadores que se encuentran bajo los 
umbrales de significancia en redes con significancia biológica, ha sido una 
estrategia exitosa para la identificación de módulos de interacción nuevos en 
enfermedades como esclerosis múltiple, enfermedad de Alzheimer, desorden de 
espectro autista y otros desordenes (Baranzini et al., 2009; Johnson et al., 2015; 
Krumm et al., 2014; Pérez et al., 2014). Nuestro análisis de redes de interacción 
para los genes expresados diferencialmente por el tratamiento con Wnt3a, 
representaron redes asociando la vía Wnt/β-catenina con un rol funcional en la 
secreción de neurotransmisores, aprendizaje y memoria (Módulos M2 y M3). 
También encontramos un módulo altamente significativo que comprometía 
componentes del metabolismo de glicerolípidos (M1). Éste módulo se encuentra 
enriquecido con varias familias de enzimas que modifican lípidos, entre ellas, 
PI(3)Ks, PLAs, PLCs y PLDs, cuyos productos se encuentran en las membranas 
sinápticas promoviendo el arribo de vesículas y su liberación al espacio sináptico 
(Rohrbough y Broadie, 2005). En este aspecto, las PLAs producen ácido 
araquidónico, precursor que será procesado por COX2, un gen conocido por ser 
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regulado por la vía Wnt/β-catenina (Nuñez et al., 2011) durante la generación de 
varios eicosanoides, los que a su vez median la respuesta inflamatoria (Tamiji y 
Crawford, 2011). El ácido araquidónico liberado desde los terminales post-
sinápticos es capaz de potenciar la transmisión sináptica al inhibir canales de 
potasio pre-sinápticos (Carta et al., 2014). Se ha reportado que mutaciones del gen 
que codifica para PLAs podrían encontrarse asociadas con la enfermedad de 
Alzheimer y desordenes del espectro autista (Sanchez-Mejia y Mucke, 2010; Tamiji 
y Crawford, 2011). De igual manera, la producción de ácido fosfatídico mediado por 
PLDs, modula varios aspectos la vía de señalización Wnt/β-catenina en cáncer y, 
es presentado como un regulador crítico de la proliferación celular y tumorigénesis 
(Kang y Choi, 2011). 
El módulo M2, se encuentra involucrado con procesos de aprendizaje y 
memoria, está enriquecido además en componentes de la matriz extracelular, como 
integrinas y lamininas. En primer lugar, ITGA9 (sub-unidad alfa de la integrina 9), se 
encuentra entre los 10 genes que más aumentaron su expresión a nivel 
transcripcional reportados en este estudio. Las integrinas se expresan de manera 
diferencial en distintas regiones del cerebro adulto (Pinkstaff et al., 1999) e 
interactúan con RELN (Relina) para activar los procesos de laminación cortical 
(Dulabon et al., 2000). De manera interesante, la vía de la Relinas presenta una 
conversación cruzada con la vía de señalización Wnt/β-catenina a través del 
desarrollo cerebral (Reiner y Sapir, 2005). También ha sido asociada con la 
enfermedad de Alzheimer (Herz y Chen, 2006) y desordenes del espectro autista 
(Zhang et al., 2002). En segundo lugar, el enriquecimiento de sub-unidades de 
laminina es particularmente llamativo dado que estas son necesarias la formar la 
ultra estructura sináptica (Egles et al., 2007) y también, ha sido reportado que son 
capaces de prevenir la agregación del péptido β-amiloide (Morgan e Inestrosa, 
2001). En tercer lugar, las moléculas de adhesión celular Neuroligina (NLGN) y 
Neurexina (NRXN) son esenciales para la estructura y función sinápticas en la 
hendidura sináptica, además, NLGN3 y NRXN1 han sido asociadas con autismo 
(Südhof, 2008). Finalmente, los resultados obtenidos de la activación con Wnt3a 
también permitieron la identificación de la sub-red M3, asociada con la secreción de 
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neurotransmisores enriquecidos con factores de transcripción pertenecientes a la 
familia de proteínas de elementos de respuesta a proteínas de unión mediadas por 
ATP/cAMP (CREB), cuya función está involucrada en la plasticidad sináptica y la 
memoria (Li et al., 2007; Pasini et al., 2015). De igual forma, el módulo M3 incluye 
varios genes cuyos productos se encuentran involucrados en la fusión de 
membrana, exocitosis sináptica y dinámicas pre-sinápticas (Südhof y Rizo, 2011), 
incluyendo proteínas SNARES (VAMP2, VAMP3 y STX1A), proteínas de unión STX 
(STXBP1, STXBP5) y moléculas de señalización RAB (RAB3a y RIMS1), las cuales 
podrían dar antecedentes que sustenten los efectos sinápticos inducidos por la 
conversación cruzada entra la vía de señalización Wnt canónica y los componentes 
de la vía Wnt/Calcio y que pudieran ser importantes en la disfunción sináptica de 
estos desordenes. 
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9. CONCLUSIÓN 
 
Estos resultados entregan nuevos hallazgos del programa transcripcional global 
temprano y las redes moleculares moduladas por la vía de señalización Wnt/β-
catenina en neuronas hipocampales, incluyendo nuevos genes candidatos, genes 
relacionados con la función sináptica y metabolismo neural. Entre estos destaca la 
sobre representación de categorías ontológicas asociadas con proliferación, 
diferenciación de células madre en el cerebro y desarrollo del prosencéfalo. Del 
mismo modo, en un contexto de interacción de redes, términos ontológicos 
asociados con procesos metabólicos de glicerolípidos, aprendizaje, memoria y 
liberación de neurotransmisores, procesos biológicos previamente relacionados con 
componentes sinápticos, respondiendo la hipótesis de la presente tesis. La 
transcriptómica y los análisis de redes se han convertido en herramientas 
sumamente útiles en la identificación de nuevos candidatos que pueden proveer un 
mejor entendimiento de los cambios celulares durante el comienzo o la progresión 
de enfermedades neurodegenerativas o del neurodesarrollo. 
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10.  PROYECCIONES 
 
Al ser capaz de obtener listas de interesantes genes candidatos para 
posteriores análisis, donde además, podemos centrarnos en aquellos que hayan 
sido previamente asociados con enfermedades neurodegenerativas, contrastando 
con reportes previos y genes que podrían regularse de forma directa a través de 
componentes de la vía de señalización canónica Wnt. Acorde a lo anterior, una 
buena manera de encontrar y validar a los genes candidatos sería la realización de 
análisis ChIP-Seq o in silico de los promotores de dichos genes, lo cual sería muy 
útil para establecer una asociación más significativa. También se recomienda 
complementar estos estudios con perfiles proteómicos globales. Con lo anterior, 
esperamos lograr abrir una nueva ventana a un mejor entendimiento en los 
mecanismos de elementos regulatorios presentes en la formación y desarrollo de la 
sinapsis, así mismo de su asociación con enfermedades neurológicas prevalentes. 
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